




























caused  by  genotoxic  chemicals  such  as  N‐nitroso  com‐
pounds  (NOCs).2,  3 NOCs  are  present  in meat,4  tobacco 
smoke, fuel combustion products5, 6 and also are produced 
endogenously in the stomach and large intestine.7, 8 Their 
metabolic  activation  gives  rise  to  reactive  alkylating 
agents, which can modify exocyclic oxygen‐ and ring nitro‐
gens in DNA.9 However, the formation of O6‐alkylguanine 
adducts  is of particular concern due  to  their strong mis‐
coding potential during DNA synthesis, where DNA poly‐
merases  (Pols)  tend  to  misincorporate  T,  resulting  in 
GCAT mutations.10, 11  
Colorectal cancer (CRC) is characterized by the sequential 
accumulation  of  mutations  in  tumor  suppressor‐  and 
proto‐oncogenes,12,  13  with  point  mutation  hot‐spots  lo‐
cated  in  the  kirsten  rat  sarcoma  (KRAS)  gene  and  com‐
prised of GCAT single base substitutions in up to 50% of 
colon  cancers.14,  15  Amongst  pro‐mutagenic  O6‐alkylgua‐
nine   adducts, O6‐carboxymethylguanine  (O6‐CMG) may 
contribute to GCAT and GCTA mutation patterns ob‐
served  in human CRC  tumors.16,  17 Furthermore, high O6‐
CMG  levels were measured  in DNA  from  human  colon 
cells18, 19 and in the sigmoid colon and rectum.20 In addition, 




diazoacetate  intermediates with  the potential  to  transfer 
carboxymethyl‐groups to nucleobases.7, 8 Despite the cor‐
relation between red meat, O6‐CMG, and CRC, no direct 
biological  evidence  between  the  occurrence  of O6‐CMG 
and mutations driving colon carcinogenesis have been es‐
tablished. Detailed knowledge  about  the  enzymatic pro‐
cessing of O6‐CMG will be crucial in determining its rele‐
vance in the initiation and progression of colon cancer and 
in  establishing  biomarkers  of CRC  risk.  Even more, O6‐
CMG stands out amongst DNA alkylation adducts as one 
of  the  few reported negatively charged  (COO‐) DNA ad‐
ducts 23, 24 under physiological conditions. 
Recent studies assessed the biological effects of unrepaired 
O6‐CMG  during  DNA  replication  in  polymerase  bypass 














Pol amongst  the TLS Pols  tested,26  and Pols  η and  ι  fre‐










obtained  via  post‐synthetic  modification  of  the 
carboxyethylester;  different  adducts  could  be  obtained 





















performed  structure  activity  profiling  studies.  We  pre‐
pared six different DNA templates with minimally altered 













Preparation  of  carboxymethyl  adduct  analogs.  O6‐
CMG was  prepared  by  a  recently  reported  copper‐cata‐
lyzed  alkylation  with  diazo  compounds,  allowing  us  to 
chemoselectively  introduce a carboxyethylester moiety at 
the O6‐position of  guanosine.36 The modified nucleoside 











the  primary  amines  isopentylamine,  ethylenediamine  or 
allylamine. The basicity/nucleophilicity of NH4OH or the 






served  the  formation  of  a  side  product  that  was  13  Da 
higher  in mass than the theoretically calculated mass  for 
either the ISO, ETH, or ALL modified oligonucleotide. We 
were unable  to verify  the adduct’s chemical  identity, but 
attributed the occurrence of the second species to the N2‐
isobutyryl (iBu) protecting group because in a test reaction 








acid  resulted  in  the  desired  O6‐β‐alanine‐methylester 
modified  oligonucleotide  (6)  in  40‐50%  yield.  We  also 
tested the DMTMM‐mediated (4‐(4,6‐Dimethoxy‐1,3,5‐tri‐
azin‐2‐yl)‐4‐methylmorpholinium  chloride)  amine  cou‐







acteristics  (Figure  1). O6‐CMG  (Figure  1, A)  is negatively 
charged under physiological conditions whereas its O6‐car‐
boxamide  (CAR)  analog  (Figure  1,  B)  is  similar  in  size 
(based on surface volume calculations, Table S1) but is neu‐
tral. A positive  charge was  introduced by positioning  an 
amine away from the carbonyl (ETH), (Figure 1, C). ETH is 
expected to be protonated under physiological conditions, 
however,  it  is  larger than CMG. Thus, to assess potential 












a prominent n+2 band  (82%, Figure  2,  lane 4).  Interest‐
ingly,  this  stringent  insertion pattern was unique  to O6‐
CMG and Pol κ was more promiscuous  for the other  five 
carboxymethyl  adducts.  We  observed  that  minor 
alterations  of  the  O6‐CMG  structure,  e.g.  changing  the 





fidelity of CAR might be attributed  to  the change of  the 
functional  group  (COO‐  to CONH2)  rather  than  to  the 
minimally  increased  size  of  the  adduct.  The  apolar  and 
sterically larger adducts ALL, BAM, and ISO also reduced 









To  investigate  this  hypothesis, we  used  the  ETH  analog 
which is positively charged under physiological conditions 






the  bypass  of  ETH  was  characterized  by  preferential 
incorporation of dTMP (44%) over dCMP (28%) (Figure 2, 
lane 9 and 8). This result was unique, since the bypass of 









determined  under  enzyme‐limiting  conditions  with  at 
least a 10‐fold excess of DNA and varying dCTP and dTTP 
concentrations. Amongst the four DNA substrates tested, 













CMG.  Therefore,  dTMP  incorporation was  23‐fold more 
efficient  than  incorporation  of  dCMP  opposite ETH. No 







(kcat)  were  almost  identical  between  dCMP  insertion 
opposite  O6‐CMG  (kcat  2.9  min‐1)  and  dTMP  insertion 




Pol  Incoming dNTP  Entry    Template  kcat [min‐1]  KM [μM]  kcat/KM [μM‐1min‐1]  fold change  
Kappa (κ) 
dCTP 
1    O6‐CMG  2.9 ± 0.25  47 ± 10  0.06 ± 0.014  1 
2    CAR  0.82 ± 0.021  1.3 ± 0.23  0.65 ± 0.120  + 11 
3    ALL  0.66 ± 0.077  181 ± 40  0.004 ± 0.0010  ‐ 17 
4    ETH  0.40 ± 0.033  131 ± 27  0.003 ± 0.0010  ‐ 20 
dTTP 
5    O6‐CMG  n.d.   n.d.  n.d.  n.d. 
6    CAR  0.16 ± 0.010  15 ± 3.2  0.010 ± 0.0020  ‐ 6 
7    ALL  0.42 ± 0.033  124 ± 22  0.003 ± 0.0010  ‐ 18 
8    ETH  3.4 ± 0.18  49 ± 7.6  0.070 ± 0.010  + 1.1 
Eta (η) 
dCTP 
9    O6‐CMG  0.13 ± 0.004  20 ± 3.0  0.0065 ± 0.0010  1 
10    CAR  0.10 ± 0.003  8.3 ± 1.4  0.012 ± 0.0020  + 1.8 
11    ALL  0.15 ± 0.006  61 ± 10  0.0024 ± 0.0010  ‐ 2.7 
12    ETH  0.060 ± 0.002   18 ± 2.4  0.0035 ± 0.0010  ‐ 1.9 
dTTP 
13    O6‐CMG  0.090 ± 0.004  22 ± 4.2  0.004 ± 0.0010  ‐ 1.6 
14    CAR  0.050 ± 0.002  6.8 ± 1.2  0.008 ± 0.0010  + 1.2 
15    ALL  0.10 ± 0.004  8.1 ± 1.4  0.012 ± 0.0020  + 1.9 
16    ETH  0.19 ± 0.004  2.4 ± 0.40  0.080 ± 0.014  + 12 
 




















substrate  specificity of  all  three Pols was  less distinct as 
compared to Pol κ. Amongst all Pols tested, Pol η was the 
most mutagenic  in  the  bypass  of  all  carboxymethyl  ad‐
ducts.  The  observed  primer  extension  patterns  did  not 
show much variation for all adducts tested and high primer 
















Pol  η  in  a quantitative way, we  also determined  steady‐
state kinetic rates for the bypass of O6‐CMG, CAR, All and 
ETH by Pol η. Interestingly, Pol η most efficiently incorpo‐
rated  dTMP  opposite  ETH  (kcat/KM  of  0.080  μM‐1min‐1, 
Table  1, entry 16) and did so 23‐fold more efficient as  for 
incorporation  of  dCMP  opposite  ETH  (kcat/KM  of  0.0035 






CAR  analogs  (kcat/KM  of  0.0065  μM‐1min‐1  and  0.012  μM‐
























incorporation  of  dGMP  was  observed  (Figure  S14).  The 
preference for dTMP insertion by Pol ι is probably due to 
the architecture of the Pol active site and the induction of 
a  template  purines  to  adopt  a  syn  conformation, which 

































in  the  interbase hydrogen  bonding  pattern  between  the 









tational  models  of  O6‐CMG:dCTP,  O6‐CMG:dTTP,  O6‐
CMG:dATP and O6‐CMG:dGTP (Figure 3, B‐E) in the Pol κ 
























catalzyed  primer  extension  products  demonstrated  that 
O6‐MeG was bypassed mainly  by  insertion  of dCTP  and 
only  to a minor extent by dTTP.46 A crystal structure  for 
dCTP paired opposite O6‐MeG  in  the active site of Dpo4 






dicted,  thus  indicating  that  there  is  not  one  which  is 














































































At  the  same  time, ETH maintains  three hydrogen bonds 
with the paired T in a Watson‐Crick geometry (Figure S16, 
B). In contrast, when C is paired with ETH, the ammonium 
side‐chain  at  the O6‐position of ETH  is positioned  away 













dCTP  or  dTTP  by  energy‐minimization.  O6‐CMG(COOH) 
paired with dCTP lost the hydrogen bond between the car‐
boxylate  group  and  the N4  of  dCTP  (Figure  S17, B),  and 







strate  that Pol κ  is specific  in  the bypass of O6‐CMG but 
extremely minor changes of  the carboxymethyl structure 
strongly reduce the fidelity of the Pol. In addition, the com‐
putational modeling  suggest  that hydrogen  bonding  be‐




selectivity  towards  a particular  carboxymethyl  adduct. A 
unique structural feature of Pol κ is the N‐clasp motif on 
the  major  groove  side,  which  stabilizes  the  catalytic 
complex,  and  is  absent  in  other  Y‐family  Pols.49,  50  The 
modification  at  the  O6‐position  are  major‐groove  DNA 
adducts  and  possibly  interact  with  the  N‐clasp  motif, 
which may explain the higher sensitivity of Pol κ towards 
the structural variations. Therefore, further chemical char‐







Chemical  reagents  and  materials.  dNTPs  were  pur‐
chased  from  Invitrogen  (Switzerland)  and  Bioconcept 
(Switzerland). dZEB and dPTP were purchased  from Tri‐
Link Biotechnologies  (USA). TRIS‐HCl  (pH  7.0  at  25°C), 
TRIS‐HCl  (pH  8.0  at  25°C),  NaCl,  MgCl2,  dithiothreitol 
(DTT)  and  glycerol were  all  purchased  from  Invitrogen 
(Switzerland). Bovine serum albumin (BSA) was obtained 
from New England Biolabs (Ipswich, MA, USA). Sep‐Pak® 
C18  classic cartridges were purchased  from Waters  (Mil‐
ford, MA, USA). All other reagents were purchased  from 
Sigma Aldrich  (Switzerland).  Pols  η,  κ,  and  ι were  pur‐
chased  from Enzymax (Lexington, KY, USA). Pol β was a 















the  O6‐carboxymethylester  containing  33mer  sequence 
was deprotected as described previously by Millington et 
al.37 to yield the CMG modification. The synthesis was per‐
formed  in  trityl‐on mode  and  the  oligonucleotides were 
post‐synthetically  purified  on  a  Sep‐Pak®  C18  cartridge 
(www.waters.com)  to  remove  truncated  sequences.  Elu‐






Modification  of O6‐CMG  by  ester  deprotection.  The 
CAR‐containing  33mer  oligonucleotide  was  obtained  by 



















actions were  carried  out with  1‐20  nM  of  the O6‐CMG‐
containing 33mer template in MOPS buffer (50 mM, 0.5 M 
NaCl,  pH  8).  The  carboxylate  group was  activated with 
DMTMM  (4‐(4,6‐dimethoxy‐1,3,5‐triazin‐2‐yl)‐4‐methyl‐
morpholinium chloride)  (1000 eq) at RT  for 45 min on a 





Å) column with a  linear gradient  from  10‐14 % (v/v) ace‐
tonitrile in 50 mM triethylammonium acetate over 25 min.  
DNA primer strand. The sequence for the Cy3‐labeled ol‐
igonucleotide  primer  strands was  as  follows:  (19mer)  5'‐
Cy3‐GGCACTCTTGCCTACGCCA‐3'. The primer was pur‐
chased  from Eurofins Genomics  (Germany)  and purified 








nealed  to  a  complementary  33mer  template  (5'‐
GTAGTTGGAGCTGXTGGCGTAGGCAAGAGTGCC‐3' with 
X = O6‐CMG, CAR, ISO, ALL, ETH, or BAM). The annealing 
































uct bands were  analyzed with  a ChemiDoc  Imager    and 
quantified with  ImageLab  5  software  (BioRad Hercules, 
CA). The nucleotide  incorporation rate (vobs) was plotted 







QC, Canada). A  tertiary  crystal  structure of Pol  κ  (PDB: 
5W2A) was used  for  the modeling  experiments with  in‐
coming ddCTP, a 13 mer template (5’‐ATGXCTGATCCGC‐




The  template  was  changed  to  5'‐ATGXTGGATCCGC‐3' 
with  X  =  O6‐CMG  or  ETH  and  the  primer  to  5’‐
GCGGATCCA‐3’. The polymerase structure was prepared 




tein,  and  restrained minimization  within  8  Å  from  the 
modified  base  pairs.  For  energy minimization,  the  Am‐








described  in the supporting  information. This material  is 
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